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RESUMO 

Santos RA. Avaliação de formulações vacinais anti-dengue administradas pela via transcutânea 

visando à geração de anticorpos neutralizantes. [Dissertação (Mestrado em Microbiologia)]. São 

Paulo: Universidade de São Paulo; Instituto de Ciências Biomédicas; 2017. 

 

A dengue é uma arbovirose que ameaça mais de metade da população mundial. No momento 

existem duas vacinas, administradas por vias parenterais, aprovada ou em estudos clínicos, que 

podem conferir proteção parcial em regiões endêmicas, mas que ainda não estão sendo 

administradas em larga escala. Por outro lado, a utilização de vias de administração alternativas, 

como a via transcutânea (TC), pode ter um impacto importante na eficácia vacinal. A entrega de 

formulações vacinais pela via TC tem como vantagem a administração segura e não invasiva de 

antígenos vacinais e a composição celular específica da pele, rica em células apresentadoras de 

antígenos, como as células de Langerhans; O presente estudo avaliou as respostas de anticorpos 

geradas em camundongos após imunização pela via TC com partículas virais de vírus dengue do 

sorotipo 2 (DENV2). Os antígenos foram combinados com a toxina termolábil (LT) 

recombinante, usada como adjuvante vacinal e originalmente produzida por linhagens de 

Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC). Os resultados indicam que a vacina com vírus 

inativados, administrada pela via TC, mostrou-se imunogênica, porém apenas uma pequena 

fração dos anticorpos produzidos foi direcionada contra o ectodomínio III (EDIII) da proteína do 

envelope viral, responsável pela ligação do vírus à célula. A incorporação do adjuvante LT 

resultou no aumento da produção de anticorpos específicos e na modulação da qualidade das 

respostas imunológicas. Os anticorpos produzidos após as imunizações apresentaram prevalência 

da subclasse IgG1, sendo a razão entre IgG1/IgG2a modificada após a introdução do adjuvante 

LT. Com a adaptação das formulações vacinais administradas e, quando comparada com uma via 

parenteral, a via TC mostrou-se capaz de induzir níveis semelhantes de proteção e morbidade 

frente a desafio letal. O presente estudo demonstra que a via TC pode induzir respostas 

sorológicas vírus-específicas de forma eficiente quando utilizada para a administração de vacinas 

contra DENV baseadas em partículas virais. Portanto, novos estudos devem ser feitos 

considerando a TC como uma via de administração alternativa às vias parenterais para a 

administração de vacinas contra a dengue.  
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ABSTRACT 

Santos RA. Evaluation of anti-dengue vaccine formulations administered by the transcutaneous 

route aiming the generation of neutralizing antibodies. [Dissertação (Mestrado em 

Microbiologia)]. São Paulo: Universidade de São Paulo; Instituto de Ciências Biomédicas; 2017. 

 

Dengue is an arbovirosis that threatens more than half the world's population. Currently there are 

two vaccines, both administered via parenteral routes, approved or in clinical trials, which 

provide partial protection but are not being administered on a large scale. On the other hand, the 

use of alternative routes of administration, such as the transcutaneous (TC) route, can have a 

significant impact on vaccine efficacy. Delivery of vaccine formulations via the TC route has the 

advantage of a safe and non-invasive administration method of vaccine antigens through the skin, 

that has a cell composition rich in antigen-presenting cells, such as the Langerhans cells. The 

present study evaluated the antibody responses generated in mice after TC immunization with 

virus particles of dengue virus serotype 2 (DENV2). The antigens were combined with a 

recombinant form of the heat-labile toxin (LT), used as a vaccine adjuvant and originally 

produced by enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) strains. The results indicate that the 

inactivated virus vaccine administered via the TC pathway was immunogenic, but only a small 

fraction of the antibodies were directed against the ectodomain III (EDIII) of the viral envelope 

protein, which is responsible for the binding of the virus to host cells. Incorporation of LT 

resulted in increased production of specific antibodies and modulation of the immune responses. 

Antibodies produced after the immunizations showed a prevalence of the IgG1 subclass, with the 

IgG1/IgG2a ratio being modified after the introduction of LT. When compared with a parenteral 

route, the TC route was capable to induce similar protection levels to a lethal challenge. The 

present study demonstrates that the TC route can efficiently induce virus-specific serological 

responses when used for administration of DENV vaccines based on viral particles. Further 

studies should explore different dengue vaccines using the TC route as an alternative to 

parenteral administration routes. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A presença de doenças virais acometendo humanos é datada desde a antiguidade, porém o 

termo arbovírus somente passou a ser empregado em 1881, quando o Dr. Carlos Finlay propôs a 

transmissão do vírus da febre amarela (YFV) por mosquitos (1). Dentre esses vetores destacam-

se os mosquitos do gênero Aedes, em especial o Aedes aegypti, responsáveis pela transmissão de 

uma das arboviroses de maior importância no cenário nacional e mundial, causada pelo vírus da 

dengue (DENV) (2). Uma característica marcante da dengue é a subnotificação de casos, o que 

normalmente “esconde” boa parte das epidemias, já que uma grande parte dos infectados é 

assintomática ou desenvolve quadros leves de sintomas que não são suficientes para levá-los a 

procurar ajuda médica (3). 

A primeira epidemia de DENV no Brasil foi reportada em 1845, muito provavelmente 

decorrente da epidemia asiática e das regiões do pacífico em 1779-1780 associada com mudanças 

geográficas que permitiram a expansão do vetor globalmente (3). Atualmente a dengue é uma de 

suas representantes de maior relevância econômica e epidemiológica, sendo que o Brasil 

apresentou a quinta maior incidência na América latina entre 1995 e 2009, e a maior incidência 

na América do Sul (juntamente com o Uruguai) em 2014, com cerca de 294 casos a cada 100.000 

habitantes (4). No cenário global estima-se 390 milhões de infecções por ano, sendo que destas 

aproximadamente 96 milhões apresentam algum grau de severidade que evoluem para cerca de 

30 mil mortes anuais (5–7).  

A sintomatologia mostra-se decorrente de uma resposta imunológica anômala, a qual envolve 

múltiplos aspectos como imunocomplexos, leucócitos e citocinas que podem culminar em 

manifestações clínicas que variam desde sintomas brandos como a febre da dengue a sintomas 

severos que podem levar à morte (dengue severa), previamente conhecidos como síndrome de 

choque da dengue e/ou febre hemorrágica da dengue (8–10). Tais infecções concentram-se nas 

faixas tropicais e subtropicais do globo, representando a abrangência da presença dos vetores 

responsáveis por sua transmissão (10). 

O DENV é pertencente à família Flaviviridae e gênero Flavivirus, no qual também estão 

classificadas outras importantes arboviroses como a febre amarela e a encefalite japonesa. No 

ciclo urbano, o DENV circula na forma de quatro tipos imunologicamente distinguíveis 



 

(sorotipos): DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, que apresentam aproximadamente 30% de 

divergência na sequência de nucleotídeos dos seus genomas (11–15). Tal espécie viral apresenta 

vírions esféricos e envelopados possuidores de RNA fita simples de orientação positiva como 

material genético (16). O genoma viral codifica uma poliproteína que sofre clivagem em dez 

proteínas distintas, dentre as quais sete não participam da composição da partícula viral, sendo 

caracterizadas como não estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5) e três 

compõem as partículas formadas, sendo caracterizadas como estruturais (E, prM e C) (FIG 1A). 

O envelope de um vírion maduro é em sua grande maioria composto pela proteína do envelope 

(E), mas também possui em sua composição a proteína M – resultante da clivagem da proteína 

precussora de membrana pela proteína furina (17) (FIG 1B).  

A proteína E apresenta-se em dímeros no envelope viral e pode ser subdividida em três 

ectodomínios que possuem funções distintas durante o processo de adsorção e entrada em células 

infectadas (FIG 1C), destacando-se o ectodomínio III (EDIII), o qual é responsável pela ligação 

inicial do vírus aos receptores celulares. Devido ao fato do DENV infectar uma grande variedade 

de células, tanto de mosquitos quanto de humanos, a EDIII reconhece moléculas ubíquas nas 

membranas de superfície, como heparan sulfato e outras moléculas que medeiam a internalização 

em células hospedeiras (18). De forma específica, as partículas de DENV se ligam à proteína de 

choque térmico 70 em células de mosquito (18,19), ICAM3 em células dendríticas (DCs) 

imaturas, integrina na maioria das células de mamífero e resíduos de manose expressos na 

superfície de macrófagos (18,20). Tais características incentivam o extensivo estudo da EDIII 

como possível alvo de bloqueio da infecção viral em formulações vacinais (21,22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A busca por formulações vacinais que produzam respostas eficientes contra uma infecção 

gerada por partículas virais viáveis do DENV já foi feita com a utilização de diversos tipos de 

antígeno alvo (8,23). As principais abordagens vacinais em desenvolvimento incluem vírus vivos 

atenuados e vacinas baseadas em vírus quiméricos atenuados recombinantes e apresentam-se em 

estudos de fase clínica e liberadas para uso em humanos, respectivamente. Contudo, o 

desenvolvimento de tais formulações vacinais envolve necessidades logísticas e operacionais que 

elevam o custo de produção, armazenamento e distribuição dos lotes, o que dificultam a 

utilização em locais de difícil acesso. Outro ponto importante consiste na evasão da vacinação 

por parte de indivíduos que temem procedimentos invasivos (injeções), bem como os riscos de 

A 

C 

B 

Figura 1 - Representações esquemáticas do DENV. (A) Genoma de RNA de fita simples, com orientação 

positiva, do DENV. A fita de RNA possui aproximadamente 11 kB e que codifica 10 proteínas, sendo três 

estruturais: Capsídeo (C), Membrana (M) e Envelope (E) e sete não estruturais (NS): NS1, NS2 A e B, NS3, 

NS4 A e B e NS5. (B) Modificação estrutural no vírion após a clivagem da proteína precussora de membrana 

(prM) em proteína M pela enzima furina, tornando a partícula madura. (C) Organização da proteína E em 

dímeros após a maturação da partícula viral e representação dos três diferentes domínios presentes na proteína: 

Domínio 1 (EDI), domínio 2 (EDII) e domínio 3 (EDIII).Referências modificadas: Wahala, 2012; Guzman, 

2010; Heinz 2012 (21,108,109). 



 

acidentes e transmissão de agentes infecciosos a que a manipulação desses materiais perfuro-

cortantes está sujeita. Tais fatos abrem caminho para estudos que tem por objetivo a utilização de 

diferentes vias de inoculação vacinal, destacando-se a vias de administração não invasivas, como 

a via transcutânea (TC).  

A epiderme representa a porção mais externa da pele, consiste no sítio de inoculação TC, e 

pode ser dividida em duas partes. O stratum corneum consiste na porção em contato direto com o 

meio externo, possuindo desta forma propriedades únicas de impermeabilidade que o tornam 

fundamental na proteção contra agentes invasores (24,25). A composição do stratum corneum 

consiste de corneócitos mortos ligados por desmossomos e complexos de proteínas celulares. 

Logo abaixo do stratum corneum localiza-se a epiderme viável, composta principalmente de 

queratinócitos e abundantes quantidades de células dendríticas como melanócitos e Células de 

Langerhans (LCs) (26).  

Apesar de sua grande extensão a pele pode ser considerada um sítio ativo e eficaz na proteção 

do organismo. A função de imunidade inata é feita principalmente pelos queratinócios presentes 

na epiderme, os quais possuem capacidade de produzir citocinas, quimiocinas e fatores 

antimicrobianos responsáveis pelo controle de invasões e recrutamento de células do sistema 

imunológico para o local, de forma a erradicar o agente causador de alerta (24,26). As células 

dendríticas imaturas presentes na camada basal da epiderme e na derme formam uma rede que 

cobre a extensão da pele e possuem ação crítica na iniciação de respostas contra organismos 

invasores (27). Tais células podem sofrer ativação por meio da detecção de seres estranhos ou 

estimulação feita pelas células do tecido e compõem o elo de ligação entre a imunidade inata e a 

imunidade adaptativa. As LCs diferenciam-se de outras células dendríticas pela sua capacidade 

de expressar langerinas (CD207) e são capazes de reconhecer oligossacarídeos e formar grânulos 

visíveis no citoplasma celular (grânulos de Birbeck) (28). O reconhecimento das LCs por células 

do sistema imunológico após sua migração para órgãos linfóides pode ser feito por antígeno 

leucocitário humano (HLA) de classe I e II, o que permite o desenvolvimento de respostas 

completas, com a predominância de anticorpos ou de respostas celulares citotóxicas. A via TC 

tem sido explorada como alternativa para administração de vacinas e drogas em seres humanos, 

como demonstram uma série de testes clínicos conduzidos ou andamento em diversas partes do 

mundo (Tabela 1).  



 

 

Estado Nome do estudo    Condição Intervenção 

Desconhecida 

Imunogenicidade de três HIV GTU® 

MultiHIV imunizações de DNA 

administradas via rotas i.m., ID e TC 

HIV  GTU®- multi HIV clado B 

Finalizado 

Estudo de segurança comparando a 

administração de vacinas pela via TC com a 

via i.m. 

Voluntários 

saudáveis; HIV 
Administrações TC e i.m. 

Finalizado 
Imunização transcutânea com vetor vicinal 

de Listeria Monocytogenes 

Voluntários 

saudáveis 

BMB72 (actA/plcB-deleted 

Listeria monocytogenes 

expressando nucleoproteína de 

influenza A) 

Finalizado Ensaios logísticos de ETEC Diarreia 
Toxina termolábil de Escherichia 

coli (LT); Placebo 

Finalizado 
Vias de imunização e respostas imunológicas 

contra Influenza 
Influenza 

INTANZA® 15; Vaxigrip®; 

INTANZA® 15 T 

Finalizado 

A segurança e a imugenicidade da vacina 

DNA-GTU administrada em pacientes 

infectados por HIV em regime ART vs 

placebo 

HIV 
Vacina GTU®-MultiHIV Clado 

B; Cloreto de sódio 

Finalizado 

Terapia vicinal e resiquimod no tratamento 

de pacientes com estágio II, III ou IV de 

melanoma completamente removido 

cirurgicamente 

Melanoma (pele) Resiquimod 

Finalizado 

Estudo de segurança de vacina recombinante 

para prevenção de diarreia provocada por 

ETEC 

Infecção por 

Escherichia Coli 

Adesina fimbrial recombinante 

dscCfaE; LT modificada 

LTR192G 

Finalizado 

com resultados 

Estudo de autoadministração de adesivo 

vicinal de LT 

Prevenção da 

diarreia do 

viajante 

LT 

Ativo, sem 

recrutamento 

Estudo de segurança de vacina quimérica 

para prevenção de diarreia provocada por 

ETEC 

Infecção por 

Escherichia Coli 

Adesina fimbrial recombinante 

dsc14CfaE-sCTA2/LTB5; 

dscCfaE; LT modificada 

LTR192G 

Finalizado 

com resultados 

Processo automatizado da diarreia do 

viajante 

Prevenção da 

diarreia do 

viajante 

LT; Placebo 

Finalizado 

com resultados 

Estudo de segurança estratificado por gênero 

e estudo de imunogenicidade 
Diarreia LT; Placebo 

    

Tabela 1 - Estudos clínicos envolvendo administração de vacinas e fármacos em humanos pela via TC. 



 

    

Finalizado 

com resultados 

Respostas imunológicas da vacinação contra 

YFV em adultos com dermatite atópica 
Dermatite atópica 

Vacina da febre amarela (YFV-

17D); YFV-17D Placebo 

Finalizado 

Estudo de imunoterapia específica contra 

alérgeno com administração epicutânea em 

alérgicos a pólen de grama 

Rinoconjuntivite 

alérgica  
Adesivo; Adesivo placebo 

 

O vencimento da barreira inicial imposta pelo stratum corneum é um importante fator a ser 

considedado em imunizações pela via TC e por isso foi amplamente estudado no âmbito da 

criação de novas tecnologias que permitam a passagem dos antígenos alvo e entrega ao sistema 

imunológico. Diversas alternativas foram desenvolvidas para tal propósito e envolvem o emprego 

do rompimento ou permeabilização da camada superficial de células, a utilização de métodos de 

entrega de antígenos ou microagulhas. O rompimento das camadas superficiais de células pode 

ser feito por abrasão superficial e consiste no principal meio de entrada de organismos estranhos, 

podendo ser utilizado para ultrapassar a barreira do stratum corneum (29). A permeabilização 

pode ser feita com a utilização de adesivos contendo antígenos, os quais ficam expostos a longos 

períodos no tecido (30). Os métodos de entrega de antígenos possuem variações quanto aos 

modelos utilizados, sendo já caracterizados para o uso em imunizações pela via TC sistemas 

baseados em lipossomas e vetores virais, como os adenovírus e os vírus ankara (31,32). A criação 

das microagulhas foi proposta como forma para promover a ruptura local das camadas iniciais da 

pele o suficiente para não causarem dor e ao mesmo tempo apresentarem antígenos aderidos às 

camadas da epiderme que contenham células do sistema imunológico (32,33). 

Dentre os candidatos vacinais estudados nas imunizações pela via TC, inicialmente 

predominavam os antígenos bacterianos, o que permitiu o estabelecimento da via como 

promissora na geração de respostas imunológicas. Além disto, diversos estudos vacinais têm 

explorado a utilização de partículas virais, e seus derivados, aplicados via TC utilizando 

diferentes métodos para a transposição da barreira representada pelo stratum corneum na 

tentativa de apresentar o antígeno com uma melhor qualidade e eficiência para o sistema 

imunológico (29–35). 

Os vírus mostraram-se promissores como desencadeadores de respostas imunológicas devido 

ao tamanho, apresentando grande facilidade de apresentação ao sistema imunológico (29,36). 

Tabela 1 - Estudos clínicos envolvendo administração de vacinas e fármacos em humanos pela via TC. 



 

Vacinas de DNA administradas de forma tópica induziram respostas de anticorpos e células 

produtoras de IFN-γ contra o vírus sincicial respiratório (RSV) (37). A proteína hexon (principal 

proteína de capsídeo em adenovírus) induziu proteção em camundongos imunizados com 

adesivos vacinas (38). Partículas virais inteiras inativadas ou proteínas recombinantes do vírus 

simples herpes (HSV) geraram respostas humorais no soro e nas fezes e fortes respostas 

celulares, respectivamente, em camundongos após vacinação via TC (35). Diversas plataformas 

de administração obtiveram resultados positivos contra Influenza quando utilizada a via TC, o 

que resultou na realização de testes clínicos (Tabelas 1, 2). Antígenos do vírus Hepatite B (HBV) 

mostraram-se promissores na geração de respostas imunológicas em diferentes estratégias de 

apresentação do antígeno pela via TC (Tabela 2). Vacina de DNA contra o vírus da Encefalite 

Japonesa (JEV) promoveu a geração de resposta de anticorpos protetores contra a infecção após 

administração tópica (39). Contudo, mesmo com a utilização de diferentes métodos para entrega 

antigênica pela via TC, foi confirmada a necessidade de utilização de adjuvantes vacinais para 

obtenção de uma resposta imunológica mais robusta e direcionada (40). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Candidato 

Vacinal 
Estratégia  Referências 

RSV DNA total encapsulado com transferossomo (37) 

Adenovírus Adenovírus-luciferase em almofada de hidrogel (38) 

HSV 
Vírus inteiro ou proteínas virais coadministrados com Toxina de 

Cólera (CT) 
(35) 

Influenza Vírus inteiro inativado coadministrado com CT (41) 

 

Vacina de DNA codificando proteína M Coadministrada com CPG 

ou CT 
(42) 

 

Vacina de DNA codificando proteína M em diferentes formulações 

com ou sem tratamento da pele ou adição de lipossomas 
(43) 

 

Peptídeo de Influenza direcionado para células T auxiliares 

coadministrado com CT 
(44) 

 

Glicoconjugado com reatividade cruzada de Haemophilus 

influenzae b coadministrado com diferentes LT e CT 
(45) 

 
Vacina Agripal contendo proteínas hemaglutinina e neuraminidase (46) 

 
Comparação de vacinas tetravalentes inativadas de Influenza  (47) 

HBV 
Associação do antígeno de superfície do HBV (HBsAg) 

juntamente com lipossomas 
(48) 

 

Plasmídeos fluorescentes expressando HBsAg encapsulados em 

lipossomas 
(49) 

 

Plasmídeo codificando HBsAg complexado com lipossomas 

catiônicos 
(50) 

 

Comparação de ethosomas e lipossomas contendo HBsAg 

encapsulado 
(51) 

 
HBsAg encapsulado em lipossomas coadministrados com MDP (52) 

 
HBsAg encapsulados em niossomas (53) 

JEV 
Plasmídeos codificando as proteínas M e E encapsulados em 

lipossomas catiônicos 
(39) 

 

Tabela 2 - Diferentes tipos de estratégias vacinais baseadas na via TC que empregaram antígenos virais. 

 



 

No contexto das imunizações pela via TC, as toxinas termolábeis (LTs) de Escherichia coli 

enterotoxigênica (ETEC) representam uma alternativa promissora e eficaz na potencialização da 

resposta direcionada ao antígeno alvo. Estas são proteínas heterohexaméricas que consistem de 

uma subunidade A e cinco subunidades B (AB5) e que apresentam grande efeito adjuvante, tanto 

no que se refere às respostas humorais quanto celulares, para antígenos administrados por via 

parenteral ou de mucosa (54). O efeito adjuvante das LTs deve-se à capacidade da subunidade B 

em ligar-se a receptores GM-1 presentes nas células epiteliais, de forma a facilitar sua 

internalização. Por processos ainda não muito bem conhecidos essa internalização leva a um 

aumento de AMP cíclico (AMPc) no citoplasma das células, uma reação associada à subunidade 

A, que resulta na produção de citocinas pró inflamatórias (26,29). Dessa forma um ambiente 

propício ao aumento das respostas direcionadas aos antígenos alvo é formado. 

Diante de todas as alternativas apresentadas, combinações de antígenos derivados do DENV 

em combinação com LT, em formulações vacinais administradas pela via TC, podem representar 

uma alternativa promissora para a administração de vacinas para a prevenção da dengue. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2 CONCLUSÕES 

 

Diante dos resultados obtidos pôde-se concluir que a via TC é capaz de gerar respostas 

imunológicas humorais em níveis elevados contra antígenos de dengue, sendo o adjuvante 

LT fundamental na potencialização e modulação das respostas geradas. Adicionalmente, 

vacinas baseadas em DENV2 NGC e desafiadas com o mesmo vírus induziram proteção 

em camundongos BALB/c imunocompetentes quando administradas pela via TC, porém, o 

mesmo não foi observado quando utilizado DENV2 JHA1. As vias TC e ID mostraram-se 

comparáveis em termos de proteção, sendo maior a robustez da resposta observada na via 

ID, e os menores efeitos deletérios causados pelas vacinas administradas pela via TC. Desta 

forma, o presente estudo demonstra que a utilização da via TC com antígenos de DENV é 

válida. Além disso, o emprego desta via de imunização traz vantagens econômicas e 

psicológicas, para o usuário, que devem ser consideradas. 
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